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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
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1 UVOD 
 
Vsepovsod okoli nas in tudi v nas samih se nahaja mnogo različnih vrst bakterij. Nekatere od 
teh so koristne za naše zdravje (npr. probiotične bakterije v našem črevesju izboljšajo našo 
prebavo) in nujno potrebne za potek raznih procesov v živilih (npr. fermentacija mlečnih 
izdelkov, vina, kislega zelja). Nekatere pa so lahko nevarne in ogrožajo tako naše zdravje kot 
tudi okolje, saj povzročajo okužbe in zastrupitve. Zaradi človeku nevarnih in posledično 
nezaželenih vrst bakterij se v industriji poslužujejo razkužil, ki bakterije inhibirajo ali celo 
uničijo. Toda znanstveniki vedno znova odkrivajo nove bakterije oz. nove seve, ki bi lahko v 
določenih razmerah povzročali škodo, zato različne institucije porabijo velike vsote denarja za 
odkrivanje snovi, ki bi te organizme inhibirale oziroma uničile (Dakič, 2004; Guzińska in 
sod., 2018). Vendar ima tudi prekomerna uporaba takšnih sredstev lahko marsikatero 
negativno posledico, zato je potrebno dobro poznavanje učinkov samih sredstev in 
upoštevanje navodil pri uporabi. 
 
Razkužila imajo pomembno vlogo pri vzdrževanju zdravstveno sprejemljivih standardov, saj 
znatno zmanjšajo bakterijske obremenitve ter zmanjšajo prisotnost ali celo odstranijo 
patogene. Njihova uporaba je zelo razširjena in pogosta, posledično pa se pojavljajo tudi 
primeri nepravilne uporabe, kar predstavlja problem, saj njihove formulacije vsebujejo 
aktivne snovi v količinah, ki krepko presegajo minimalno inhibitorno koncentracijo tarčnega 
mikroorganizma. Neprimerna uporaba razkužil, redčenje v okolju po izpustu in biorazgradnja 
povzročijo znižanje koncentracije biocidov in tako so mikroorganizmi pogosto izpostavljeni 
subinhibitorni koncentraciji le teh. Nekatere raziskave govorijo o tem, da izpostavljenost 
subinhibitornim biocidnim koncentracijam vodi v razvoj odpornosti proti biocidom ter lahko 
pripelje tudi do so-odpornosti in navzkrižne odpornosti proti drugim protimikrobnim 
sredstvom kot so antibiotiki (Tezel in Pavlostathis, 2015). 
 
Didecildimetilamonijev klorid (DDAC) sodi med razkužila v skupini kvaternih amonijevih 
spojin (KAS), ki lahko pri bakterijah povzročijo prilagoditev ali celo razvoj odpornosti proti 
ne samo razkužilom, ampak posledično tudi proti antibiotikom in drugim biocidom. Uporaba 
razkužil v neustreznih koncentracijah ima zato lahko več negativnih vplivov na človekovo 
zdravje in okolje. V diplomskem delu smo preverili, kakšna je občutljivost različnih bakterij 
na DDAC. Občutljivost bakterij smo določili z minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) 
DDAC za različne vrste bakterij in rezultate primerjali z literaturnimi podatki. 
 
1.1. CILJ NALOGE 
 
Cilj diplomskega dela je bil ugotoviti, kakšna je minimalna inhibitorna koncentracija 
razkužila DDAC za bakterije vrst Listeria monocytogenes (kot grampozitivne bakterije), 
Staphylococcus aureus (kot grampozitivne in toksigene bakterije), Bacillus cereus (kot 
grampozitivne in sporogene bakterije), Escherichia coli in Salmonella enterica (kot 
gramnegativne bakterije). 
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1.2. DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predpostavili smo naslednje delovne hipoteze: 
- Gramnegativne bakterije bodo bolj odporne proti razkužilu DDAC kot grampozitivne.  
- Najbolj odporne od vseh testiranih bakterij bodo sporogene bakterije. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RAZKUŽEVANJE 
 
Razkuževanje pomeni redukcijo patogenih mikroorganizmov, z izjemo endospor (Rutala, 
1999). Vendar ta definicija ne drži popolnoma, saj nekatera razkužila uničijo tudi endospore v 
primeru, da so dovolj dolgo v kontaktu z razkužilom. Na učinkovitost razkuževanja vpliva več 
dejavnikov, in sicer izbira samega razkužila, čas in način razkuževanja, vrsta in koncentracija 
mikroorganizmov, prisotnost organskih spojin ter pH razkuževalnega procesa (Rutala, 1999). 
Razkužila so kemične snovi, ki s svojim delovanjem uničijo predvsem vegetativne oblike 
mikroorganizmov, ne pa vedno tudi njihovih spor. Razkužilo deluje baktericidno, če bakterije 
ubije oziroma uniči, ali bakteriostatično, če  preprečuje njihovo razmnoževanje (Seme, 2002). 
 
2.1.1 Didecildimetilamonijev klorid 
 
Didecildimetilamonijev klorid (DDAC) je kvaterna amonijeva spojina (QAC). QAC so 
kationski površinsko aktivni detergenti, ki jih pogosto uporabljamo za zmanjšanje števila 
mikroorganizmov v kliničnih in industrijskih okoljih. Zaradi pomanjkanja selektivne 
toksičnosti in ciljne specifičnosti se ločijo od antibiotikov. QAC se adsorbirajo na stene 
bakterijskih celic, ki imajo negativen naboj, nato difundirajo skozi celično steno in se vežejo 
na citoplazemsko membrano. DDAC je torej aktivno membransko sredstvo in povzroči 
iztekanje pomembnega znotrajceličnega materiala, ki v končni fazi povzroči celično smrt. 
QAC se navadno uporabljajo v koncentracijah, ki so opazno višje od MIC. Prisotnost QAC v 
sub-inhibitornih koncentracijah lahko inducira ne le bakterijsko odpornost na QAC, ampak 
tudi odpornost na antibiotike (Jansen in sod., 2013). 
 
 
Slika 1: Didecildimetilamonijev klorid (DDAC) (EFSA, 2013) 
Soumet in sod. (2016) so proučevali odziv bakterijskih sevov ob 7-dnevni izpostavljenosti 
sub-inhibitornim koncentracijam DDAC. Po končani 7-dnevni izpostavljenosti so opazili 
trikratno povečanje vrednosti MIC za DDAC pri 48 % sevov bakterij vrste E. coli in L. 
monocytogenes ter 3% sevov bakterij rodu Salmonella. Iz rezultatov te študije lahko 
sklepamo, da se del različnih bakterijskih sevov že v precej kratkem času izpostavljenosti 
biocidom lahko prilagodi razmeram in razvije večjo odpornost. 
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2.2 BAKTERIJE 
 
Grampozitivne in gramnegativne bakterije so različno odporne proti zunanjim vplivom zaradi 
različne sestave celične stene. Celična stena grampozitivnih bakterij je sestavljena iz debele 
plasti peptidoglikana in notranje celične membrane. Gramnegativne bakterije pa imajo tanko 
plast peptidoglikana, notranjo celično membrano in zunanjo celično membrano, v katero so 
vgrajeni lipopolisaharidi in lipoproteini. Zunanja plast gramnegativnih bakterij je glavni 
razlog, da so te bakterije odpornejše na zunanje vplive kot grampozitivne bakterije. 
Sporogene bakterije so zelo velika in raznolika skupina bakterij, med katerimi jih precej spada 
v skupino kvarljivcev živil, nekaj pa ji spada tudi med za človeka patogene bakterije. Kot 
skupina kvarljivcev se sporogene bakterije običajno pojavljajo v povezavi s kvarom toplotno 
obdelanih živil, saj temperature, ki se uporabljajo v proizvodnji takih živil, marsikdaj ne 
uničijo endospor (Jeršek, 2013). Toksigene bakterije so tisti sevi bakterij, ki lahko izločajo 
toksine (eksotoksine). Eksotoksini so beljakovine, ki jih proizvajajo grampozitivne bakterije 
in so zelo nevarne za človeka, saj lahko povzročijo hude zdravstvene težave. 
 
2.2.1 Listeria monocytogenes 
 
Bakterije vrste Listeria monocytogenes so grampozitivne, fakultativno anaerobne, 
nesporogene bakterije, ki povzročajo listeriozo pri živalih in ljudeh (Brender-Gotlieb in Lidar, 
2015). Te patogene bakterije so zelo razširjene predvsem v tleh, nahajajo pa se tudi v silaži, 
vodi, prebavnem traktu sesalcev, ptic in rib. Bakterije vrste L. monocytogenes so precej 
odporne proti neugodnim okoljskim razmeram in lahko preživijo več mesecev ali celo let v 
vodi in kontaminirani hrani. Rastejo lahko pri nizkih temperaturah (4-6 °C), vendar je njihova 
optimalna rastna temperatura od 30 do 37 °C. Razmnožujejo se lahko v širokem razponu pH 
(5,6-9,6), vendar jih pH nižji od 5,6 pri tem že zavira. Bakterije vrste L. monocytogenes so 
precej občutljive na določena razkužila (kot npr. alkil-benzil-dimetil amonijev klorid, n-
alkildimetil etilbenzil amonijev klorid, terciarni alkilamid) (Lunden in sod., 2002; Francoz, 
2009). 
 
2.2.2 Staphylococcus aureus 
 
Bakterije vrste Staphylococcus aureus so nesporogene, grampozitivne, fakultativno anaerobne 
bakterije, ki lahko tvorijo biofilme. Rastejo lahko pri temperaturah od 7 do 48 °C, optimalna 
rast pa poteka pri 37 °C (Wirtanen in Salo, 2016). Zelo so odporne proti zamrzovanju in 
tajanju ter tudi sušenju. V zamrznjenih živilih lahko preživijo tudi pri temperaturi do  -20 °C 
(Nacionalni inštitut za javno zdravje, 2016). Povzročijo lahko številne bolezni vključno z 
okužbami kože, okužbami notranjih organov in zastrupitve (Langsrud, 2009). Bakterije vrste 
Staph. aureus spadajo med toksigene bakterije, saj izločajo enterotoksine, ki povzročijo 
stafilokokno zastrupitev z živili. Enterotoksini so beljakovine, ki ob zaužitju izzovejo 
bruhanje in drisko. Prisotnost bakterij vrste Staph. aureus in njihovih toksinov v živilu ne 
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povzroči spremembe videza, okusa in vonja.  Bakterije vrste Staph. aureus lahko uničimo s 
toplotno obdelavo (pasterizacija), vendar s tem ne uničimo enterotoksinov, ki jih izločajo v 
živilo (NIJZ, 2016). 
 
2.2.3 Bacillus cereus 
 
Bakterije vrste Bacillus cereus so grampozitivne, fakultativno anaerobne, sporogene in 
gibljive patogene bakterije. Izločajo dva različna enterotoksina – emetični in diarealni (Rubin, 
2010). Emetični toksin povzroča bruhanje, diarealni pa drisko. Bakterije vrste B. cereus lahko 
najdemo v ekstremnih življenjskih okoljih (na primer gejzirji), človeških in živalskih iztrebkih 
ter morskem mulju. V nizkih koncentracijah se nahajajo tudi v nepasteriziranem mleku, 
žitaricah, stročnicah, vodi in drugih živilih. Najpogostejša zastrupitev z bakterijo vrste B. 
cereus pa je povezana z uživanjem riža (NIJZ, 2013a). Bakterije vrste B. cereus lahko zaradi 
tvorbe spor preživijo tudi neugodne življenjske razmere kot so pomanjkanje vode ali hrane, 
previsoke ali prenizke temperature. Spore so obdane z debelo ovojnico, znotraj nje pa so 
zaloge hrane, s katerimi lahko preživi tudi nekaj desetletij. Ko nastopijo ugodne razmere se iz 
spore ponovno razvije normalen organizem. 
 
2.2.4 Escherichia coli 
 
Bakterije vrste Escherichia coli so po Gramu negativne bakterije in so naravno prisotne v 
črevesni mikroflori ljudi in živali. Poznamo različne seve, med katerimi je večina 
nepatogenih. Nekateri sevi pa so razvili virulentne dejavnike (sposobnost mikroorganizma, da 
povzroči bolezen) in tako postali patogeni. Ti sevi povzročajo okužbe sečil in črevesne 
okužbe ter povzročajo različne nalezljive bolezni. Nekateri sevi izločajo toplotno nestabilne in 
toplotno stabilne strupe (Schaechter, 2009). Optimalna temperatura za rast in razmnoževanje 
bakterij vrste E. coli je pri 37 °C, vendar lahko rastejo vse od temperature 2,5 °C do 45,5 °C. 
Prisotnost bakterij vrste E. coli v živilih ali pitni vodi je zanesljiv pokazatelj fekalnega 
onesnaženja, kar predstavlja tveganje za okužbo z različnimi povzročitelji črevesnih 
nalezljivih bolezni. Okužba se najpogosteje prenaša z onesnaženimi živili in vodo. Prenos je 
fekalno-oralen (blato-usta), in sicer je lahko posreden ali neposreden. Za preprečitev okužb je 
zelo pomembna higiena rok ob pripravljanju živil ter samo pranje živil, ki jih uživamo surove 
(NIJZ, 2013b). 
 
2.2.5 Salmonella 
 
Bakterije rodu Salmonella so gramnegativne, gibljive in fakultativno anaerobne bakterije, ki 
povzročajo okužbe pri živalih in ljudeh. Pri človeku lahko povzročijo različne črevesne 
okužbe kot so klicenoštvo brez simptomov, vnetje črevesne in želodčne sluznice z bruhanjem, 
drisko, sepso. Bolezen, ki jo povzročijo bakterije rodu Salmonella, imenujemo salmoneloza. 
Najbolj tvegana živila za prenos bakterije rodu Salmonella so meso (predvsem perutninsko), 
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jajca in jedi iz surovih jajc, surovo mleko, voda, sadje, zelenjava, začimbe (Actor, 2012). 
Bakterije rodu Salmonella lahko preživijo postopek zamrzovanja, uničimo pa jih lahko z 
zadostno toplotno obdelavo (NIJZ, 2015). Razmnožujejo se lahko pri temperaturah med 7 in 
47 °C, optimalna temperatura razmnoževanja pa je pri 37 °C (Adamič in sod., 2003). Za 
preprečitev razmnoževanja bakterij rodu Salmonella je pomembno shranjevanje živil pri 
primernih temperaturah, saj s tem zmanjšamo tveganje za pojav salmoneloze. K zmanjšanju 
tveganja okužbe pripomoremo tudi z dosledno osebno higieno, temeljitim in sprotnim 
čiščenjem delovnih površin in pripomočkov ter pazimo, da ne pride do navzkrižnega 
onesnaženja (NIJZ, 2015). 
 
2.3 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST DDAC 
 
Z razkužilom DDAC je bilo opravljenih že precej raziskav. MIC za bakterije vrste Staph. 
aureus  je 0,59 mg/l (Jensen, 2013), za bakterije vrste L. monocytogenes med 0,75 in 1,5 mg/l 
ter med 2 in 4 mg/l za bakterije vrste S. enterica (Soumet in sod., 2015). Pri bakterijah vrste 
E. coli je bila vrednost MIC 1,3 mg/l (Yoshimatsu in Hiyama, 2007). Vrednosti MIC so bile 
določene z metodo razredčevanja v tekočem gojišču. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
Potek eksperimentalnega dela, kjer smo želeli določiti MIC za bakterije vrst Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus je 
shematsko prikazan na sliki 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: TSA: gojišče triptični sojin agar, TSB: gojišče triptični sojin bujon, DDAC: didecildimetilamonijev 
klorid, MIC: minimalna inhibitorna koncentracija, INT: 2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid 
  
Priprava prekonočnih kultur v gojišču TSB: 
- Staphylococcus aureus ŽMJ72 
- Escherichia coli ŽM370 
- Salmonella enterica ŽMJ106 
- Listeria monocytogenes ŽM58 
- Bacillus cereus ŽMJ91 
Priprava gojišč TSB in TSA 
Priprava inokuluma bakterij 
Metoda razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici  
Priprava osnovne in delovne 
raztopine DDAC 
Določanje protimikrobne aktivnosti 
DDAC z MIC (INT) 
Določanje preživelih bakterij z 
metodo štetja kolonij na TSA 
Slika 2: Shema eksperimentalnega dela 
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3.2 MATERIALI 
 
3.2.1 Bakterije 
 
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili 5 vrst bakterij (preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Bakterije uporabljene pri eksperimentalnem delu 
Sev bakterij Vir seva Izvor seva 
Staphylococcus aureus ŽMJ72 ATCC25923 tipski sev 
Escherichia coli ŽM370 ATCC 11229 tipski sev 
Salmonella enterica ŽMJ106 / izolat piščančjega mesa 
Listeria monocytogenes ŽM58 IHM 4b nemški referenčni sev 
Bacillus cereus ŽMJ91 WSBC-10530 klinični izolat 
Legenda: ATTC: tipski sev ameriške zbirke tipskih mikroorganizmov (ang. American Type Culture Collection), 
ŽMJ, ŽM: Zbirka mikroorganizmov Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na Oddelku za živilstvo Biotehniške 
fakultete, IHM: Inštitut za higieno in mikrobiologijo, Wuerzburg, Nemčija, WSBC: zbirka mikroorganizmov 
(ang. Weihenstephan B. cereus Culture Collection, Muenchen, Nemčija), /: ni podatka 
  
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Neselektivno gojišče TSA  
 
Sestavine: 
- 30 g triptični soja agar ( TSA, Oxoid, CM0405, Anglija) 
- 750 ml destilirane vode 
Priprava: 
Odtehtali smo 30 g gojišča TSA in z merilnim valjem odmerili 750 ml destilirane vode. Vse 
skupaj smo dobro premešali in 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Po sterilizaciji 
smo gojišče ohladili v vodni kopeli (50 °C). Potem smo gojišče aseptično razlili v sterilne 
petrijevke in počakali, da se je strdilo in ohladilo ter ga shranili v hladilnik. 
 
Neselektivno gojišče TSB 
 
Sestavine: 
- 15 g triptični soja bujon (TSB, Oxoid, CM0129, Anglija) 
- 500 ml destilirane vode 
Priprava: 
Odtehtali smo 15 g gojišča TSB in z merilnim valjem odmerili 500 ml destilirane vode. Vse 
skupaj smo dobro premešali s tem napolnili 15 epruvet. Napolnjene epruvete in preostanek 
gojišča smo 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Nato smo počakali, da se gojišče 
ohladi in z njim aseptično napolnili 15 epruvet. Preostanek smo shranili v hladilnik. 
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Fiziološka raztopina 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4, Merck, Dermstadt, Nemčija, 1.04873.0250) 
Priprava:  
V 1000 ml bučko smo odmerili 1,25 ml fiziološke raztopine s koncentracijo 3,4 g KH2PO4 / 
ml in do oznake dopolnili z destilirano vodo. Vsebino smo dobro premešali in 20 minut 
sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. 
 
3.2.3 Razkužilo didecildimetilamonijev klorid 
 
Didecildimetilamonijev klorid (DDAC, Merck, ang. 50% sol. in 2 propanol/water (2:3), 
8.143640100) 
 
3.2.4 Druge kemikalije in dodatki 
 
- Barvilo INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid, Sigma-Aldrich, 
I8377-5G, USA) 
- 96 % etanol (Merck, 1.00971, Dermstadt, Nemčija) 
- Absolutni etanol (Merck, 1.00983, Dermstadt, Nemčija) 
- Destilirana voda 
 
3.2.5 Laboratorijska oprema 
 
V preglednici 2 so navedeni aparati, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu. 
 
Preglednica 2: Uporabljeni laboratorijski aparati 
Aparat Oznaka Proizvajalec  
Avtoklav  Tip 250 Sutjeska, Beograd 
Inkubator  I-115C Kambič, Slovenija 
Digestorij Tip 382 Med-lab Rauh, Slovenija 
Digitalna tehtnica PB1502-S Mettler Toledo, Švica 
Hladilnik  / Whirpool, Slovenija 
Plinski gorilnik / / 
Vrtinčni mešalnik Vibriomix 104EV Tehtnica, Slovenija 
 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela  smo poleg aparatov, navedenih v preglednici 2, 
uporabljali še drugo laboratorijsko opremo: mikrotitrske ploščice (Nunc, Thermo Fisher 
Scientific), cepilne zanke, čaše, petrijeve plošče (Golias, Slovenija), merilne valje, steklene 
epruvete, avtomatske pipete in nastavke (P10, P100, P1000, Gilson, Francija; Eppendorf, 
Nemčija), laboratorijske steklenice (50 ml, 100 ml, 1000 ml), stojala. 
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3.3 METODE DELA 
 
3.3.1 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
S to metodo določamo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC). Na začetku moramo 
pripraviti bakterijski inokulum ter delovne raztopine protimikrobne snovi. MIC je opredeljena 
kot najnižja koncentracija razkužila, ki inhibira vidno rast testiranih bakterij (Jeršek, 2016). 
 
 Priprava delovne suspenzije bakterij 3.3.1.1
 
Posamezno vrsto bakterij (preglednica 1) smo aseptično nacepili v gojišče TSB, premešali in 
jih 24 ur inkubirali pri 37 °C (prekonočna kultura). Po 24 urah v gojišču zraste do približno 
10
8
 cfu/ml. Delovno suspenzijo bakterij smo pripravili tako, da smo v 10 ml gojišča TSB 
dodali 0,15 ml prekonočne kulture ter vsebino premešali na mešalniku. Tako smo dobili 
delovno suspenzijo s približno koncentracijo bakterij 106 cfu/ml. 
 
 Priprava osnovne in delovne raztopine razkužila 3.3.1.2
 
Iz komercialno pripravljene raztopine DDAC smo pripravili osnovno in delovno raztopino 
glede na vrednosti MIC preiskovanih bakterij, ki smo jih dobili iz že opravljenih raziskav 
(Jensen, 2013; Soumet in sod., 2015; Yoshimatsu in Hiyama, 2007). 
 
Primer izračuna za pripravo osnovne raztopine DDAC s koncentracijo 20 mg/l: 
C1 = 5000 mg/l 
V2 = 2 ml 
C2 = 20 mg/l    
V1 = (V2 x C2)/ C1 = (2 ml x 20 mg/l) / (5000 mg/l) = 0,008 ml = 8 µl 
Legenda:V1: volumen komercialno pripravljene raztopine DDAC  
  C1: koncentracija komercialno pripravljene raztopine DDAC 
  V2: volumen osnovne raztopine DDAC 
 C2: koncentracija osnovne raztopine DDAC 
 
K 1,992 ml destilirane vode smo dodali 8 µl komercialno pripravljene raztopine DDAC in 
dobili osnovno raztopino s koncentracijo 20 mg/l. Osnovno raztopino smo shranili v hladilnik. 
Delovno raztopino DDAC (10 mg/l) smo pripravili pred vsakim eksperimentom tako, da smo 
zmešali enaka volumna osnovne raztopine in gojišča TSB. 
 
 Določitev minimalne inhibitorne koncentracije DDAC 3.3.1.3
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v tekočem gojišču TSB smo določili vrednost 
MIC razkužilu DDAC za 5 izbranih vrst bakterij. V prvo vrstico (A) mikrotitrske ploščice 
smo odpipetirali 100 µl delovne raztopine DDAC, v vse preostale vrstice (B, C, D, E, F, G, H) 
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pa 50 µl gojišča TSB (preglednica 3). S pipeto smo iz prvega prostorčka A1 prenesli 50 µl 
delovne raztopine DDAC v drugi prostorček B1 in vsebino previdno premešali. Nato smo iz 
drugega prostorčka B1 odpipetirali 50 µl premešane vsebine in jo prenesli v tretji prostorček 
C1 in previdno premešali. Razredčevanje smo tako nadaljevali do H1 in iz tega prostorčka po 
zadnjem mešanju smo 50 µl vsebine zavrgli, da je bil volumen v vseh prostorčkih enak (50 
µl). Enak postopek smo naredili v vseh 10 stolpcih (1-8 ter 11 in 12). S tem smo dobili 
različne koncentracije razkužila DDAC v gojišču TSB (v posameznem stolpcu: 5,00 mg/l, 
2,50 mg/l, 1,25 mg/l, 0,63 mg/l, 0,31 mg/l, 0,16 mg/l in 0,08 mg/l, 0,04 mg/l). V vsak 
prostorček smo dodali 50 µl delovne suspenzije posamezne bakterijske kulture (stolpca 1, 2: 
Staph. aureus; stolpca 3, 4: L. monocytogenes; stolpca 5, 6: E. coli; stolpca 7, 8: S. enterica; 
stolpca 11, 12: B. cereus) (preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Koncentracije razkužila DDAC uporabljene pri metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 5,00  
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
  5,00 
mg/l 
5,00 
mg/l 
B 2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
  2,50 
mg/l 
2,50 
mg/l 
C 1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
  1,25 
mg/l 
1,25 
mg/l 
D 0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
  0,63 
mg/l 
0,63 
mg/l 
E 0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
  0,31 
mg/l 
0,31 
mg/l 
F 0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
  0,16 
mg/l 
0,16 
mg/l 
G 0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
  0,08 
mg/l 
0,08 
mg/l 
H 0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
  0,04 
mg/l 
0,04 
mg/l 
Legenda: DDAC: didecildimetilamonijev klorid, stolpci 1,2: zeleno: Staphylococcus aureus; 3,4: modro Listeria 
monocytogenes; 5,6: oranžno: Escherichia coli; 7,8: sivo: Salmonella; 11,12: rumeno: Bacillus cereus  
 
V drugi mikrotitrski ploščici smo pripravili kontrolne vzorce (preglednica 4), s katerimi smo 
se prepričali, da so posamezne bakterijske kulture pravilno pripravljene (pozitivna kontrola) 
in da je bila metoda izvedena aseptično (negativna kontrola). V kontrolni ploščici smo za 
vsako kulturo naredili en kontrolni stolpec, kamor smo dali gojišče TSB in kulturo. V enem 
stolpcu smo naredili tudi kontrolo razkužila, kamor smo dali gojišče TSB in razkužilo DDAC. 
Zadnji stolpec pa smo namenili negativni kontroli, kjer smo odpipetirali samo gojišče TSB. 
Nato smo vsebine obeh mikrotitrskih ploščic premešali na mešalu za mikrotitrske ploščice (1 
min, 100 obratov/ min, pri 37 °C) in ju nato 24 ur inkubirali brez stresanja pri 37 °C. 
 
Uporabili smo bakterijski rastni indikator INT, ki sprejema elektrone iz encima dehidrogenaze 
in se reducira v rdeče obarvan formazan (INTF). Z dodatkom 20 µl reagenta INT v vsak 
12 
Stenšak V. Protibakterijska aktivnost didecildimetilamonijevega klorida. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
prostorček na mikrotitrski plošči smo po inkubaciji le teh določili vrednost MIC. Vsebino smo 
homogenizirali na stresalniku 1 minuto (100 obratov/minuto) in jo nato 30-60 minut 
inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo vizualno odčitali rezultate, in sicer so rdeče obarvani 
prostorčki pomenili še žive, metabolno aktivne bakterije, v neobarvanih pa jih je razkužilo 
uničilo ali pa je bilo njihovo število prenizko, da bi vizualno lahko zaznali spremembo barve. 
Vrednost MIC je bila za posamezno vrsto bakterij prva koncentracija DDAC v posameznem 
stolpcu mikrotitrske ploščice, pri kateri ni bilo rdečega obarvanja gojišča TSB (Klančnik in 
sod., 2010). 
 
Preglednica 4: Razporeditev kontrolnih vzorcev pri metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A PK PK PK PK  PK    KR  NK 
B PK PK PK PK  PK    KR  NK 
C PK PK PK PK  PK    KR  NK 
D PK PK PK PK  PK    KR  NK 
E PK PK PK PK  PK    KR  NK 
F PK PK PK PK  PK    KR  NK 
G PK PK PK PK  PK    KR  NK 
H PK PK PK PK  PK    KR  NK 
Legenda: Stolpci 1, 2, 3, 4, 6: PK – pozitivna kontrola (50 µl gojišča TSB + 50 µl kulture), stolpec 10: KR – 
kontrola razkužila (50 µl gojišča TSB + 50 µl DDAC), stolpec 12: NK – negativna kontrola (100 µl gojišča 
TSB), stolpec 1: zeleno: Staphylococcus aureus; 2: modro: Listeria monocytogenes; 3: rdeče: Escherichia coli; 
4: sivo: Salmonela; 6: rumeno: Bacillus cereus 
 
3.3.2 Metoda štetja kolonij na trdem gojišču 
 
Z metodo štetja kolonij na trdem gojišču TSA smo določili število preživelih bakterij pri 
določeni vrednosti MIC. 100 µl vsebine iz prostorčka s predvideno vrednostjo MIC smo 
prenesli na trdo gojišče TSA, ki smo ga potem 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo 
gojišča pregledali in prešteli zrasle kolonije ter izračunali število preživelih bakterij. Če so 
bila gojišča števna vsaj pri eni razredčitvi vzorca, moramo uporabiti enačbo (1). 
 
  
  
 
           …(1) 
 
N…število bakterij v vzorcu (cfu/ml) 
np…povprečno število kolonij 
R…razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
Če so bila gojišča pri vseh razredčitvah neštevna, moramo število bakterij v vzorcu oceniti z 
enačbo (2). 
                 …(2) 
N*…ocena števila bakterij v vzorcu (cfu/ml) 
R…najmanjša razredčitev vzorca  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
S poskusi smo želeli potrditi domnevo, da so gramnegativne bakterije bolj odporne proti 
razkužilu DDAC kot grampozitivne ter da so sporogene bakterije najodpornejše med vsemi. 
Da bi določili MIC razkužila DDAC, smo uporabili metodo razredčevanja v mikrotitrski 
ploščici v tekočem gojišču TSB. Za določitev vrednosti MIC smo uporabili indikator INT. V 
drugem delu smo preverjali vrednosti MIC z metodo štetja kolonij na trdem gojišču TSA. 
 
4.1 PROTIBAKTERIJSKA UČINKOVITOST RAZKUŽILA DDAC 
 
4.1.1 Minimalne inhibitorne koncentracije DDAC 
 
Pri metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici v tekočem gojišču TSB smo rezultate 
kvantificirali z indikatorjem INT. Za vse testirane bakterije (Staph. aureus ŽMJ72, L. 
monocytogenes ŽM58, E. coli ŽM370, S. enterica ŽMJ106) smo pri poskusu 1 (0,04 mg/l ≤ c 
DDAC ≤ 5 mg/l) dobili zelo nizke vrednosti MIC (Slika 3), npr. MIC za bakterije vrste E. coli 
0,16 mg/l. 
 
 
Slika 3: Določitev vrednosti MIC DDAC z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici pri poskusu 1, kjer so 
bile uporabljene koncentracije DDAC od 5 mg/l do 0,04 mg/l 
Legenda: MIC: minimalna inhibitorna koncentracija; DDAC: didecildimetilamonijev klorid; stolpci 1, 2: Staph. 
aureus; 3, 4: L. monocytogenes; 5, 6: E. coli; 7, 8: S. enterica; 11, 12: B. cereus 
 
Zaradi rezultatov dobljenih na spodnji meji in želje po večji točnosti, smo pri naslednji 
ponovitvi (poskus 2 (0,02 mg/l ≤ c DDAC ≤ 2,5 mg/l)) delovno koncentracijo razkužila 
DDAC znižali na 2,5 mg/l (Slika 4). Pri poskusu 2 so bile vrednosti MIC za bakterije vrst 
Staph. aureus 0,08-0,16 mg/l, E. coli 0,31 mg/l, S. enterica 0,31 mg/l ter B. cereus 0,08 mg/l, 
medtem ko smo za bakterije vrste L. monocytogenes dobili negativen rezultat. Razlog za to je 
lahko bil neuspešen vnos bakterijske kulture v mikrotitrsko ploščico. 
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Slika 4: Določitev vrednosti MIC DDAC z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici pri poskusu 2, kjer so 
bile uporabljene koncentracije DDAC od 2,5 mg/l do 0,02 mg/l 
Legenda: MIC: minimalna inhibitorna koncentracija; DDAC: didecildimetilamonijev klorid; stolpci 1, 2: Staph. 
aureus; 3, 4: L. monocytogenes; 5, 6: E. coli; 7, 8: S. enterica; 11, 12: B. cereus 
 
Pri poskusu 3 (0,01 mg/l ≤ c DDAC ≤ 1,25 mg/l) smo za bakterije vrste L. monocytogenes 
(Slika 5) delovno koncentracijo razkužila DDAC še enkrat razpolovili (1,25 mg/l) tako, da 
smo imeli na mikrotitrski ploščici še nižje koncentracije kot pri drugi ponovitvi (2,5 mg/l). 
Določili smo, da imajo te bakterije MIC DDAC 0,16 mg/l. 
 
 
Slika 5: Določitev vrednost MIC DDAC z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici pri poskusu 3, kjer so 
bile uporabljene koncentracije DDAC od 1,25 mg/l do 0,01 mg/l 
Legenda: MIC: minimalna inhibitorna koncentracija; DDAC: didecildimetilamonijev klorid; stolpci 1, 2: L. 
monocytogenes, 7: pozitivna kontrola (50 µl gojišča TSB + 50 µl kulture), 10: kontrola razkužila (50 µl gojišča 
TSB + 50 µl DDAC), 12: negativna kontrola (100 µl gojišča TSB) 
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S pozitivno kontrolo smo dokazali prisotnost bakterijske kulture, kontrola razkužila DDAC je 
pokazala uspešno delovanje razkužila, z negativno kontrolo pa smo se prepričali, da v gojišču 
TSB ni prisotnih nobenih bakterij (Slika 6). 
 
 
Slika 6: Kontrolni vzorci (pozitivna kontrola, kontrola razkužila DDAC in negativna kontrola) pri metodi 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
Legenda: DDAC: didecildimetilamonijev klorid; TSB: gojišče triptični sojin bujon; stolpci 1, 2, 3, 4, 6: pozitivna 
kontrola kultur; 1: Staph. aureus, 2: L. monocytogenes; 3: E. coli; 4: S. enterica; 6: B. cereus; 10: kontrola 
razkužila DDAC; 12: negativna kontrola gojišča TSB 
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v tekočem gojišču TSB smo določili vrednosti 
MIC za bakterije vrst Staph. aureus, L. monocytogenes, E. coli, S. enterica in B. cereus. 
Vrednost MIC smo definirali kot najmanjšo koncentracijo protimikrobne snovi, pri kateri ni 
bilo spremembe barve vzorca po dodatku barvila INT (Klančnik in sod., 2010). 
 
Preglednica 5: Minimalne inhibitorne koncentracije didecildimetilamonijevega klorida za različne vrste bakterij  
Legenda: MIC: minimalna inibitorna koncentracija 
 
Našo prvo hipotezo, da so gramnegativne bakterije odpornejše od grampozitivnih, so rezultati 
poskusov potrdili. Gramnegativne bakterije vrst E. coli in S. enterica so imele višje vrednosti 
MIC (0,31 mg/l) kot grampozitivne bakterije vrst Staph. aureus, L. monocytogenes in B. 
cereus (0,08 mg/l-0,16 mg/l). To dokazuje, da je za inhibicijo razmnoževanja in rasti 
gramnegativnih bakterij potrebna večja koncentracija razkužila DDAC kot pri gramnegativnih 
bakterijah. 
Vrsta bakterij MIC (mg/l) 
Staphylococcus aureus 0,08-0,016 
Listeria monocytogenes 0,16 
Escherichia coli 0,31 
Salmonella enterica 0,31 
Bacillus cereus 0,08 
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Z razkužilom DDAC je bilo opravljenih že precej raziskav, zato je veliko vrednosti MIC že 
poznanih. Za primerjavo naših rezultatov smo te vrednosti poiskali za izbrane bakterije. 
Uporabljena je bila enaka metoda, vendar je vseeno prišlo do odstopanj med našimi in 
literaturnimi vrednostmi. Celotno gledano so naši rezultati za vrednosti MIC nižji od 
literaturnih za vse bakterije. Do največje razlike je prišlo pri bakterijah vrste S. enterica, za 
katero je iz literature pridobljena vrednost znašala 2-4 mg/l (Soumet in sod., 2015), medtem 
ko naši rezultati pokažejo vrednost 0,31 mg/l. Pri bakterijah vrste E. coli je literaturna 
vrednost MIC pri 1,3 mg/l (Yoshimatsu in Hiyama, 2007) oziroma pri 2-4 mg/l (Soumet in 
sod., 2015), medtem ko smo mi določili MIC pri 0,31 mg/l. Najmanjše odstopanje je bilo pri 
bakterijah vrst L. monocytogenes in Staph. aureus. Literaturna vrednost MIC za bakterije 
vrste L. monocytogenes je znašala 0,75-1,5 mg/l (Soumet in sod., 2015), medtem ko so naši 
rezultati pokazali MIC pri 0,16 mg/l, za bakterije Staph. aureus pa znaša literaturna vrednost 
MIC 0,59 mg/l (Jensen, 2013), medtem ko smo jo mi določili pri 0,08-0,016 mg/l. Za 
bakterije vrste B. cereus nismo našli primerljivih rezultatov, naša vrednost MIC pa je bila  
0,08 mg/l. Čeprav se ti literaturni podatki precej razlikujejo od naših rezultatov, je vseeno 
moč opaziti, da imajo gramnegativne bakterije očitno višje vrednosti MIC kot grampozitivne. 
 
V preglednici 5 vidimo, da smo z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v tekočem 
gojišču TSB določili, da imajo sporogene, grampozitivne bakterije vrste B. cereus najnižjo 
vrednost MIC (0,08 mg/l), kar ni potrdilo naše druge hipoteze. Žal pa nismo našli študij, ki bi 
opravile poskuse z bakterijami vrste B. cereus in DDAC in zato nimamo primerljivih 
rezultatov. Rajkowska in sod. (2016) so proučevali, kako nanos različnih koncentracij 
biocidov, ki so vsebovali DDAC, vpliva na bakterije na lesu in med drugimi tudi vpliv na 
bakterije vrste B. cereus. Nanos biocida A (DDAC, citronska kislina, propikonazol, propanol) 
je imel pri vseh treh koncentracijah (10 % v/v, 20 % v/v in 30 % v/v) visoko učinkovitost na 
bakterije vrste B. cereus. Biocid B (DDAC in EDTA) je imel do koncentracije 1,5 % v/v 
visoko učinkovitost, pri koncentraciji 1,5 % v/v pa se že kaže slabša učinovitost. Pri vseh 
višjih koncentracijah je bila tudi v tem primeru učinkovitost biocida visoka. Rezultati so 
pokazali, da oba biocida A in B dobro zaščitita les pred razvojem bakterij vrste B. cereus, 
čeprav gre za sporogene bakterije (Rajkowska in sod., 2016). Tudi naše vrednosti MIC za 
bakterije vrste B. cereus so bile nizke, zato lahko sklepamo, da DDAC učinkovito zavira rast 
sporogenih bakterij. 
 
Pri izvedbi metode razredčevanja na mikrotitrski ploščici je izjemno pomembna natančnost 
izvedbe vseh korakov, saj v nasprotnem primeru hitro pride do napak in posledično dobimo 
napačne rezultate. Metoda razredčevanja na mikrotitrski ploščici zahteva več ponovitev, da se 
prepričamo v pravilnost rezultatov. 
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4.1.2 Določitev števila preživelih bakterij 
 
Za določitev števila preživelih bakterij v mikrotitrski ploščici po delovanju razkužila DDAC 
smo uporabili metodo štetja kolonij na trdem gojišču TSA. Po 24 urni inkubaciji gojišč TSA 
pri 37 °C smo ocenili število bakterij v vzorcu, saj so bila gojišča pri vseh petih bakterijah 
neštevna-gojišča brez zraslih kolonij. Pri vseh vrstah bakterij smo uporabili enačbo (2) in tako 
določili, da je število preživelih bakterij manjše od 10 cfu/ml (Preglednica 6).  
 
Preglednica 6: Število preživelih bakterij pri minimalnih inhibitornih koncentracijah didecildimetilamonijevega 
klorida 
Vrsta bakterij Koncentracija DDAC (mg/l) Število preživelih bakterij 
(cfu/ml) 
Staphylococcus aureus 0,08-0,16 <10
 
Listeria monocytogenes 0,16 <10  
Escherichia coli 0,31 <10  
Salmonella enterica 0,31 <10
 
Bacillus cereus 0,08 <10
 
 
Rezultati kažejo, da ima razkužilo DDAC že pri vrednostih MIC zelo veliko učinkovitost, ker 
deluje baktericidno. Glede na našo oceno je bilo preživetje bakterij povsod manjše od 10 
cfu/ml. 
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5 SKLEPI 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko povzamemo naslednje sklepe: 
 Gramnegativne bakterije so bolj odporne proti razkužilu DDAC kot grampozitivne, 
saj so imele gramnegativne bakterije vrst E. coli ŽM370 (0,31 mg/l) in S. enterica 
ŽMJ106 (0,31 mg/l) višje vrednosti MIC od grampozitivnih bakterij vrst Staph. 
aureus ŽMJ106 (0,08-0,16 mg/l), L. monocytogenes ŽM58 (0,16 mg/l) in B. cereus 
ŽMJ91 (0,08 mg/l). 
 Koncentracije razkužila DDAC so imele pri vrednostih MIC močno inhibitorno 
učinkovitost, saj je bila pri teh koncentracijah preživelost bakterij manjša od 10 
cfu/ml. 
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6 POVZETEK 
 
V diplomskem delu smo določili protibakterijsko delovanje razkužilu DDAC. Razkužilo smo 
testirali na bakterijah vrst Staph. aureus ŽMJ 72, L. monocytogenes ŽM 58, E. coli ŽM 370, 
S. enterica ŽMJ 106  in B. cereus ŽMJ 91. Učinkovitost protibakterijskega delovanja smo 
ocenili z vrednostmi MIC, ki smo jih določili z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici v 
tekočem gojišču TSB z indikatorjem INT. Za lažjo določitev koncentracijskega območja 
naših poskusov, smo poiskali vrednosti MIC za DDAC, ki so bile določene v predhodnih 
študijah (Jensen, 2013; Soumet in sod., 2015; Yoshimatsu in Hiyama, 2007). Metodo smo 
trikrat ponovili in tako dobili vrednosti MIC za razkužilo DDAC. Pri določenih vrednostih 
MIC smo preverili tudi števila preživelih bakterij. Preživelost bakterij smo določili z metodo 
štetja kolonij na trdem gojišču TSA. 
Rezultati so pokazali, da ima razkužilo DDAC večji inhibitorni učinek na grampozitivne 
bakterije vrst Staph. aureus ŽMJ 72, L. monocytogenes ŽM 58 ter tudi B. cereus ŽMJ 91, kot 
na gramnegativne bakterije vrst E. coli ŽM 370 in S. enterica ŽMJ 106. Sporogene bakterije 
vrste B. cereus ŽMJ 91 niso bolj odporne proti DDAC v primerjavi z nesporogenimi 
bakterijami, zaradi česar smo ovrgli našo hipotezo o večji odpornosti sporogenih bakterij na 
izbrano razkužilo. 
Razkužilo DDAC se je izkazalo za dobro zaviralno sredstvo rasti in razmnoževanja bakterij, 
saj deluje že pri precej nizkih koncentracijah (0,08 – 0,31 g/ml). Kljub vsemu lahko bakterije 
sčasoma razvijejo odpornost in postanejo odporne proti razkužilu, zato je potrebno uporabo 
takšnih in podobnih sredstev čim bolj omejiti in jih uporabljati v predpisanih koncentracijah 
(Tezel in Pavlostathis, 2015). S pravilno uporabo razkužil posledično zmanjšamo tudi 
škodljive učinke do okolja in ljudi. Neprimerna uporaba ne vodi samo v neposredno škodo za 
nas in naše okolje, ampak tudi do navzkrižne slabše učinkovitosti ali neučinkovitosti drugih 
biocidov  kot so na primer antibiotiki. 
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